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ンサーである PTP1B に共有結合することで本酵素活性を低下させることが示唆された。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 
 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 4,600,000 1,380,000 5,980,000 
２００７年度 4,200,000 1,260,000 5,460,000 
２００８年度 4,500,000 1,350,000 5,850,000 
年度  
  年度  








































1,2-NQ が血管弛緩の抑制(Sun et al. Arch 
Toxicol 2006)、気管の収縮(Kikuno et al. 
Toxicol Appl Pharmacol 2006)、肺の炎症増
悪作用(Inoue et al. Eur Respir J 2007; 
Inoue et al. Arch Toxicol 2007)を示すこ
とを明らかにした。また、1,2-NQ はナフタレ
ンの光酸化等を介してディーゼル排出微粒
子や PM2.5 中に存在することも示した(Cho 




































2-channel PUF sampler を用いて行った。
XAD-1、XAD-2 樹脂で大気サンプルを採集した。
XAD-1 及び XAD-2 を 100 mL のジクロロメタン
（DCM）：acetonitrile (9：1) 中でソニケー
ションを行った。抽出物を 0.45 μm のミリポ
アフィルターで濾過した。溶液を 1 mL 以下
になるまで窒素下で蒸発させた。2 mL の DMSO






 日本クレア社から購入した雄性 ICRマウス 
(150-160 g, 6-7 週齢) 及び C57BL/6J マウ









 以降の操作は全て 4°C 条件下で行なった。
DE 曝露に関する条件は表 2 に示した。DE 曝
露した動物の肺及び肝臓の重量測定後、適量
のホモジナイズ緩衝液 [0.25 M スクロース, 





ズ液を遠心分離 (1,000 x g, 10 min) して






応液 (200 μL) は、PTP1B (100 μg)、50 mM KPi 
pH 7.5 (ジチゾン処理済み)、阻害剤 (対照
サンプルには DMSO) からなり、阻害剤を加
えることで反応を開始した。反応は 25°Cで行
った。その後、反応溶液Aの一部 (1 μL) に
100 mM sodium acetate (acetate)-0.1 mM 
EDTA (pH5.5)を加え、基質として 4 mM 
p-nitrophenyl phosphate (pNPP) (対照サン
プルには H2O) を添加した。反応は 10 分間、
25℃で行った。反応終了後、反応溶液Bの一







評 価 す る 方 法 で あ る 。 90 μM 
biotin-PEAC5-maleimide (BPM) になるよう
に DMSOで希釈したものをストック液とする。
精製タンパク質 PTP1B (0.5 μg) に DMSO と大
気 中 揮 発 相  (VP) サ ン プ ル を  20 mM 
Tris-HCl (pH 8.5) 中で 60 分間、25°C で反
応させた後、5 μM BPM を加え 30 分間、25°C
で反応させた。このサンプルを SDS バッファ
ーで変性し、WB 分析を行った。ビオチン標識






 MS 測定を行うサンプルを Zip Tip µC18 
(Millipore Corp.) で脱塩・濃縮を行った。
Zip Tip µC18 の樹脂を 100% acetonitrile 中
で 1 回 ピ ペ ッ テ ィ ン グ し 、 50% 
acetonitrile-0.1% trifluoroacetic acid 
(TFA) 中でさらに 1回ピペッティングして活
性化した後、0.1% TFA 中で 7回ピペッティン
グすることで平衡化を行った。サンプル溶液
中で 50 回程度ピペッティングを繰り返して
タンパク質を濃縮し、0.1% TFA 中で 7回ピペ
ッティングを行うことでサンプル中の脱塩
を行った。80% acetonitrile-0.1% TFA (0.7 
μL) でタンパク質を溶出し、マトリックス





パク質の質量に対して Trx の場合は 1/10 量、
PTP1B の場合は 1/50 量のトリプシン (in 20 
mM Tris-HCl (pH 8)) を反応させ、8～12 時
間、37°C で反応させた。トリプシン消化後の
サンプルを 100 μM DTT で還元反応し、0.1% 
TFA で反応を停止した。トリプシン消化ペプ
チドの脱塩は Zip Tip μC18 を用いる方法、
またはプレート上の乾燥させたマトリック
ス混合サンプルに対して 0.1% TFA を用いる
方法で行った。ペプチド溶液とマトリックス
α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (5 mg/mL) 




校正は、Angiotensin Ⅱ (1046.54 Da)、
Angiotensin Ⅰ  (1296.69 Da) 、
Glu1-Fibrinopeptide B (1570.68 Da) 、
N-acetyl-renin substrate (1800.94 Da)、
ACTH fragment 1-17 (2093.09 Da) 及び、ACTH 
fragment 18-39 (2465.20 Da) を用いて行っ
た。AXIMA-TOF2 で分析したマススペクトルの





抗 1,2-NQ 抗体の抗原特異性の検討 





抗体は 1,2-NQ 及び 1,2-NQ-4-sulfonate を反
応させた酵素溶液との結合を認識した。さら
に、抗 1,2-NQ 抗体に対してナフトキノン化
合物を 2 段階反応させたところ、1 段階目に





抗 1,2-NQ 抗体は、1,2-NQ を極めて特異的に
認識することが示された。次に、3-MC 前処理
した ICR マウスの肝臓酵素溶液と cofactor

















と 1,2-NQ との共有結合の検出 
 老齢期 DE 曝露ラットにおいて、22 ヶ月齢
の雄性 WKY ラットに DE を 1 週間曝露した肺
の 1,000 x g 上清をドットブロットし、抗
1,2-NQ 抗体と反応させたところ、1,2-NQ と
の共有結合は検出されなかった 。一方、胎
仔期・新生仔期 DE 曝露ラットにおいて、 
交配 5 日目から親ラットに DE 曝露を行い、
出産後、さらに 3 週間 DE 曝露した雌性 F344
ラットの肺及び肝臓の 1,000 x g 上清をドッ
トブロットし、抗 1,2-NQ 抗体と反応させた
ところ、1,2-NQ との共有結合は検出されなか
った。また、交配 5 日目から親ラットに DE
曝露を行い、出産後、さらに 12 週間 DE 曝露





て、交配 5 日目から親ラットに DE 曝露を行
い、出産後、さらに 12 週間 DE 曝露した雄性























大気中揮発相サンプルの PTP1B 活性阻害 
ロサンゼルス盆地で、04/16/07 から 6日間
採取した RIV041607-XAD1,-XAD-2 (VP1) 、
04/25/07 か ら 6 日 間 間 採 取 し た
RIV042507-XAD-1,-XAD-2 (VP2)、05/07/07 か
ら 6 日間採取したRIV050707-XAD-1,-XAD-2 
(VP3) サンプルの大気中揮発相サンプル 
(VPs) によるPTPBの活性阻害について検討
を行った。その結果、PTP1B (0.05 mg/ml) に
VP1、VP2、VP3 を濃度依存的に反応させ、活
性測定を行った結果、濃度依存的な活性阻害
が見られた 。それぞれのIC50はVP1 で 0.93 
m3/mL、VP2 で 0.97 m3/mL、VP3 で 0.70 m3/mL
であった。 
 1,2-NQ は PTP1B の Cys121 への結合を介し
て本酵素活性を阻害したことから、VPs によ
る PTP1B の活性阻害における Cys121 の関与
について検討を行った。その結果、VPs によ
る C121S に対する PTP1B の活性阻害は、
wild-type の PTP1B に対する活性阻害と同様



































るため、A549 細胞に VPs を暴露し、EGFR の
シグナル伝達経路活性化について検討を行
った。その結果、VP1、VP2、VP3 を 3 時間及
び 6 時間 A549 細胞に暴露したサンプルにお
いて、EGFR のリン酸化及び ERK1/2 のリン酸
化が検出された。 






と 1,2-NQ との共有結合の検討 














































































因する (Wu, Graves et al. 2002; Samet, 
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